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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
基底膜は生体組織において、上皮細胞の構築を支持し、組織修復や細胞の分化、増殖に重要な役割
を持っている。本研究は、基底膜を構成する細胞外マトリックス成分が膵腺房細胞の増殖、接着、ア
ミラーゼ分泌機能においてどのような影響を及ぼすかを検討する事を目的とした。
［方　法］
膵腺房細胞モデルとして、ラット膵腺房細胞癌細胞株であるAR42J細胞を用いた。AR42J細胞は、10％
fetalbovine serumを含んだDulbecco’s modified Eagle mediumで37℃、5％CO2条件下で継
代培養し、Subconfluenceの状態で実験に使用した。細胞外マトリックス成分として、EHS tumor
由来の再構成基底膜物質であるマトリゲル、ラミニソ、フイプロネクチソ、Ⅳ型コラーゲソを使用した。
マトリゲルは50′lg／ml、ラミニソ、フイプロネクチソ、IV型コラーゲソは20／lg／mlの蛋白相当量
でPBSに溶解し、培養プレートに分注後、37℃、90分間イソキュベーショソし、細胞外マトリックス
成分をコーティソグした。この培養プレート上でAR建J細胞を培養し、以下の項目について検討を加えた。
1）細胞形態：細胞外マトリックス成分をコーティソグしたプレTト上で、培養48時間後の細胞形態
の変化について位相差顕微鏡で観察をした。
2）細胞増殖：細胞外マトリックス成分をコーティソグした、96well培養プレートに5．0×104
cells／mlの細胞浮遊液を100FLlずつ分注し、12、24、48、72、96時間培養後の細胞数についてMTT
assayを行い、細胞増殖を評価した。
3）細胞接着：細胞外マトリックス成分処理をした、96well培養プレートに1．0×106cells／mlの細胞
浮遊液を100′11ずつ均一に分注し、1、3、5、8、12時間の培養後、PBSで洗浄（＋）群と（－）
群にわけ、各々についてMTT assayを行った。洗浄（＋）／洗浄（一）の細胞数の比率により、細
胞接着率を求めた。
4）細胞内アミラーゼ含量、及びCCK刺激下のアミラーゼ分泌反応：細胞外マトリックス成分処理
をした60mm培養プレートで、48時間培養後のAR42J細胞のアミラーゼ含量を測定し、FLgDNA当た
りの活性として求めた。アミラーゼ分泌は、細胞外マトリックス処理をした96well培養プレートに
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1．0×106cells／mlの細胞浮遊液200FLlを分注し、48時間培養後10．12－10r6Mの濃度のCCK8を含んだ新
鮮な培養液により40分間イソキュペーショソした。培養上清中のアミラーゼ活性から、無刺激時のア
ミラーゼ基礎分泌量を減じ、それを刺激前のアミラーゼ含量で険し、％アミラーゼ分泌を求めた。
5）CCKreceptor assay：細胞外マトリックス成分が、AR42J細胞のCCKreceptorにどのような影
響を与えるのかを検討するLために、125I－BH一ccK8を用いて、CCK receptorの結合実験を行った。
手技の実際は、Logsdonの報告に準じて施行した。またCCKinternalizationの影響の有無について
も検討した。CCK receptorの親和性、結合容量は、COmpetitiveinhibition assayの結果を、Scat－
chard解析し求めた。
［結　論］
細胞形態は、マトリゲル、ラミニソで培養すると扁平、単層化がみられたが、フイプロネクチソ、
IV型コラーゲソではコソトロール群と変化はなかった。細胞増殖は、マトリゲル、ラミニソで培養
すると早期より、細胞数の増加がみられた。フイプロネクチソ、Ⅳ型コラーゲソ群では、培養96時
間後でコソトロール群に比して、細胞数は増加していた。細胞接着は、細胞外マトリックス成分をコー
ティソグすることで、より強固になった。接着率はマトリゲル群では、8時間後に、またラミニソ、
フイプロネクチソ群では、12時間後に100％に達した。細胞外マトリックス成分処理したプレートで
培養することにより、コソトロール群に比してアミラーゼ含量、CCK刺激によるアミラーゼ分泌反
応には、ECS。の低下、最大分泌量の増加が観察された。CCK receptor assayでは、細胞外マトリッ
クス成分処理により、コソトロール群に比し、125IqBH－CCK8の経時的結合量及び、CCKreceptor
の結合容量に有意な増加がみられ、特にマトリゲル、ラミニソ処理群で顕著であった。また、これら
結合実験におけるradioactivityの増加はCCKのinternalizationの増加によるものではないことが確認
された。一方、CCK receptorの親和性にはコソトロール群と細胞外マトリックス成分処理群の間で
有意な差はなかった。
［考　察］
マトリゲルでコーティソグしたプレートで、AR42J細胞を培養することにより、細胞増殖、接着、
アミラーゼ合成・分泌が増強した。特にCCK8刺激下でのアミラーゼ分泌能において、EC5。の低下は
AR42J細胞のCCKreceptor結合容量の増加が関与しているものと考えられた。細胞外マトリックス
成分のなかせも、ラミニソはAR42J細胞に対し、細胞増殖、接着、アミラーゼ分泌に最も強く影響し
ていた。Fれらの実験結果より、膵腺房細胞AR42J細胞株には細胞外マトリックス成分に対する受
容体があり、増殖、接着、アミラーゼ合成、及びCCK受容体数のup－regulationmechanismが存在
することが示唆された。特にラミニソがこのmechanismに強く影響するものと考えられた。
［結　論］
細胞外マトリックスが関与するtransmembrane controlは、膵腺房細胞AR42J細胞株の増殖、接
着、及びCCKreceptorを介する酵素分泌枚能に重要な役割を担っていることが示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、細胞外マトリックスの各成分が膵腺房細胞の増殖、接着、及び消化酵素であるamyla．se
の分泌枚能にどのような影響を及ぼすかを検討したものである。正常膵細胞を長期間にわたって培養
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することは不可能であるので、本研究においては、ラット膵腺房細胞由来のAR42J細胞株を実験に用
いている。
本研究において得られた結果は次の通りである。
1．EHS腫瘍由来の再構成基底膜物質matrigelの1mg／ml溶液で処理した培養プレート（thicklayer
matrigel）および50FLg／ml溶液で処理した培養プレート（thinlayermatrigel）上でAR42J細胞を
培養した場合、ともに細胞増殖は増加した。しかし、thicklayerInatrigel上で培養した場合の方が
thinlayermatrigel上で培養した場合より、細胞増殖の程度は大きかった。
2．thinlayermatrigel上で培養したAR42J細胞では、amylase合成およびcholecystokinin（CCK）
刺激によるamylase分泌の促進が見られたが、thicklayer matrigel上で培養された細胞ではamylase
の合成及び分泌の促進は見られなかった。
3．AR42J細胞は単一クラスのCCK結合部位を持つ。thinlayer matrigel上で培養された細胞群では、
CCK結合容量は増加し、thicklayermatrigel上で培養された細胞群では、むしろ結合容量の低下が
認められた。
4．matrigelの構成成分であるfibronectin、laminin、あるいはtypeⅣcollagenで処理したプレート
上で培養した際にも、細胞増殖、接着、amylase合成・分泌枚能の克進が見られた。また、CCK結合
容量の増加が認められた。CCK受容体の親和性には変化はみられなかった。
5．細胞外マトリックス構成成分のうち、lamininがAR42J細胞の増殖、接着、分泌撥能に最も強い促
進効果を持っていた。
以上の実験結果は、細胞外マトリックスがtransmembrane control機構を介して細胞の増殖、分
化に深く関与していることを示している。またこの研究から、細胞外マトリックスのうち、特にlami－
ninにその作用が強いことが明らかとなった。
この研究は機能を持った器官の培養法の開発に糸口を与えるものであり、博士（医学）の学位に値す
るものである。
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